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I. ÚVOD 
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Infekce střevního traktu hospodářských zvířat jsou příčinou významných 
ekonomických ztrát v důsledku zvýšených úhynů, větších nákladů na léčbu, snížených 
přírůstků a s tím spojených vyšších nákladů na produkci. Proto se klade důraz na 
preventivní opatření, která kromě vhodných zootechnických a zoohygienických 
podmínek zahrnují i použití antimikrobiálních látek v krmivech. Tyto látky měly 
zpočátku charakter anorganických stimulátorů růstu (sloučeniny arsenu, kvarterní 
amoniové soli, apod.). V 50. letech minulého století pak byla věnována velká pozornost 
zkouškám účinku pravých antibiotik, tj. látek mikrobiálního původu. V průběhu 50 let 
bylo celosvětově vyrobeno a spotřebováno více než 1 milion tun antibiotik, z toho 
polovina byla užita v zemědělství1. 
Antimikrobiální látky plní v oblasti veterinární medicíny tři zásadní úlohy: 
terapeutickou, za použití terapeutických dávek antibiotik, profylaktickou, kdy se 
zvířatům smí podávat antibiotikum po dobu maximálně 28 dnů a růstově-stimulační. 
Antibiotika používaná za tímto účelem nejsou v České republice registrovaná pro 
humánní a veterinární léčbu a jejich použití je omezeno vyhláškou č. 86/1999, kterou se 
provádí zákon č. 91/19962. 
Pro stimulaci růstu se antibiotika používají v subterapeutických koncentracích, 
přidávaná do krmných směsí, odtud termín „krmná antibiotika“. Většina z nich jsou 
látky působící proti grampozitivním bakteriím, růstově-stimulační účinek však mají i 
antibiotika působící proti bakteriím gramnegativním3. 
Profylaktické podávání antibiotik a používání růstových stimulátorů může však 
vést k selekčnímu tlaku směřujícímu k nárůstu rezistence bakterií vyvolávajících 
infekce u zvířat. Z tohoto důvodu jsou vážná varování humánních lékařů o tom, že 
nárůst rezistence některých původců onemocnění člověka může být způsoben mimo jiné 
také podáváním antibiotik zvířatům. Je proto nutné uvážlivé používání antibiotik u lidí i 
zvířat a také úzká spolupráce mezi oběma sférami v oblasti antibiotické politiky. Od 
roku 2000 se v České republice začalo s monitoringem rezistence vybraných 
bakteriálních kmenů k vybraným antibiotikům a monitoringem spotřeby 
antimikrobiálních látek ve veterinární medicíně. Za tímto účelem vznikl program pro 
monitoring rezistence k antibiotikům zavedený Státní veterinární správou ČR. Citlivost 
k vybraným antibiotikům je sledována u bakteriálních kmenů Salmonella spp., 
Escherichia coli a Stahylococcus aureus2. 
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Odborná chovatelská veřejnost již vzala na vědomí rozhodnutí Komise EU, že 
od 1. 1. 2006 není možné do krmiv všech kategorií hospodářských zvířat používat 
antibiotické růstové stimulátory do krmných směsí. Proto se chovatelé obracejí na své 
krmiváře a odborné poradce, jakým způsobem za co nejmenší ekonomické zátěže 
mohou tyto nahradit. Je tedy třeba zajímat se o adekvátní a ekonomicky výhodné 
náhrady krmných antibiotik, nalézt vhodné alternativy. Jednou z mnoha možností může 
být fytogenní náhrada antibiotických stimulátorů (soli organických kyselin, mastné 
kyseliny, organické kyseliny, různé druhy koření, silice, extrakty z léčivých rostlin a 
jejich kombinace apod.). Chovatelům lze rovněž nabídnout stimulátory růstu typu 
probiotik, prebiotik a enzymů. V rámci EU probíhaly do jisté míry průzkumy zabývající 
se využíváním rostlinných extraktů a silic výživářskými společnostmi. Ačkoliv 69 % 
společností, které v průzkumu figurovaly, uvedlo, že z hlediska účinnosti se u všech 
náhražek dá tvrdit, že někdy fungují a někdy ne, získávají si tyto neantibiotické 
stimulátory růstu všeobecnou oblibu. Celá řada pozitivně hodnocených výsledků 
výzkumů stojí v opozici proti výsledkům jiných výzkumů, které žádný vliv 
neprokázaly4. 
Proto se tato diplomová práce zaměřila na potvrzení antimikrobiálního efektu 
vybraných rostlinných extraktů, silic a jejich složek, za účelem stanovit jejich minimální 
inhibiční a minimální baktericidní koncentraci a porovnat výsledky s experimenty 
jiných výzkumů. Při práci byl použit mnou navržený postup analýzy. 
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II. CÍL PRÁCE 
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Cílem této diplomové práce bylo: 
1) provést rešerši informačních zdrojů se zaměřením na rostlinné obsahové látky, 
které vykazují především antibakteriální účinek vůči původcům průjmových 
onemocnění hospodářských zvířat, 
2) připravit sumární extrakty z vybraných rostlin a stanovit jejich minimální 
inhibiční koncentraci (MIC) pro Escherichia coli a Staphylococcus aureus, 
3) připravit mikroemulze vybraných certifikovaných silic a jejich složek a stanovit 
minimální baktericidní koncentraci (MBC) pro E. coli (sérotyp O157:H7 a O55) 
po době kontaktu se zkoušenou látkou 15 minut a 24 hodin, 
4) porovnat tvrzení jiných výzkumů se získanými výsledky mikrobiologických 
pokusů, 
5) uvažovat o vlivu gastrointestinálního traktu zvířat na metabolismus silic a jejich 
složek. 
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III. TEORETICKÁ ČÁST 
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3.1 PROBLEMATIKA PRŮJMOVÝCH ONEMOCNĚNÍ V CHOVECH 
TELAT A SELAT 
Průběh průjmového onemocnění je výrazně ovlivněn mnoha faktory, zejména úrovní 
zoohygieny ve stádě, imunologickou a výživnou kondicí zvířat. Závažnost průběhu 
průjmových onemocnění není závislá pouze na virulenci infekčních agens a věku zvířat, 
ale je zhoršována smíšenými infekcemi více patogeny. Typickým příkladem takového 
působení je E. coli, která vyvolává průjmy u novorozených telat v prvních dnech života, 
avšak po infekcích virovými patogeny může vyvolat onemocnění i v pozdějším věku. 
Na vzniku průjmových onemocnění se podílí široká řada příčin od dietetických a 
chovatelských až po infekce různými patogeny.  
3.1.1 Neinfekční průjmy  
Jejich příčinou je nejčastěji dyspepsie zvířat. Vyznačuje se poruchou sekrece, 
resorpce a motoriky slezu a střev u přežvýkavců s následným nechutenstvím, průjmy a 
rychle se rozvíjející dehydratací. Hlavní příčinou je nízká kvalita ošetřovatelské péče, 
nedostatky v napájení, v ustájení a nedodržování hygienických zásad chovu. Odstranění 
vyvolávajících příčin a vhodná rehydratační terapie rychle vedou k uzdravení zvířat a 
ztráty nebývají velké.  
3.1.2 Průjmy infekčního původu 
Jsou mnohem častější a závažnější. Vznikají u jedinců oslabených, v důsledku 
dyspepsie, nebo vznikají primárně především v podmínkách s nízkou úrovní hygieny 
chovu a při nedostatečné péči o zvířata, především však v důsledku zvýšeného 
infekčního tlaku v chovech s vysokou koncentrací zvířat a všude tam, kde technologie 
nepočítá s jejich elementárními potřebami. 
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3.2 AGENS PODÍLEJÍCÍ SE NA VZNIKU PRŮJMOVÝCH ONEMOCNĚNÍ 
Hlavní příčinou průjmových onemocnění jsou smíšené infekce virů, bakterií, prvoků a 
plísní. Vysoká infekční zátěž prostředí však nemusí vždy závažné onemocnění vyvolat. 
K onemocnění, které je provázeno výrazným klinickým syndromem a vysokými 
ztrátami, dochází většinou až při spolupůsobení mnoha negativních faktorů prostředí a 
při nedostatečné kolostrální a laktogenní imunitě. Rovněž vhodnými organizačními 
opatřeními lze eliminovat hlavní zdroje infekce5. 
3.2.1 Mikrobiální agens v živočišné výrobě 
Jak již bylo naznačeno, mezi primární původce průjmových onemocnění 
hospodářských zvířat (a především mláďat) patří i bakterie. Ty byly také mým 
předmětem zkoumání, proto o některých zástupcích pojednám blíže. 
3.2.1.1 Escherichia coli 
Jde o pohyblivé, bičíky opatřené bakterie, dosahující v průměru 1 µm. Jsou 
fakultativně anaerobní, gramnegativní a tyčkovitého tvaru. Část z nich představuje 
běžnou mikroflóru trávicího traktu, zatímco druhá část reprezentuje nejčastější střevní 
patogeny prasat. I když se jednotlivé kmeny koliformních bakterií svými 
biochemickými vlastnostmi poněkud liší, společné charakteristiky převládají. Základní 
diferenciace jednotlivých kmenů je založena na sérotypizaci somatických O-antigenů, 
kapsulárních K-antigenů, bičíkových H-antigenů a fimbriálních F-antigenů (tzv. 
adheziny, jejichž počet je proměnlivý)6. 
Průjmové onemocnění savčích mláďat bývá vyvoláno kmeny, u nichž lze 
prokázat tzv. faktory virulence. Pro potvrzení E. coli infekce nestačí pouze pozitivní 
kultivační nález. Je navíc nutno detekovat alespoň některé ze základních faktorů 
virulence. Ty se ovšem liší podle toho, ke které z následujících skupin izolované kmeny 
E. coli patří. Jedná se o: 
- Enterotoxigenní kmeny E. coli (ETEC) 
- ,,Attaching-effacing“ kmeny E. coli (AEEC): 
a) enteropatogenní kmeny (EPEC) 
b) shiga-toxin produkující kmeny (STEC) 
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c) enterohemorhagické kmeny (EHEC) 
- Enteroagregativní kmeny E. coli (EGEC) – dříve označované EaggEC7. 
Kmen E.coli O157:H7 
Patří do skupiny enterohemorhagických kmenů E. coli (EHEC). Ty se podílejí na 
vzniku průjmových onemocnění sajících selat i prasat po odstavu. EHEC kmeny byly 
prokázány i u celé řady zdravých, nebo průjmy trpících hospod. zvířat (telat, jehňat i 
králíků). Nejobávanějším kmenem z této skupiny je právě O157, který tvoří verotoxin 
(VTEC)6. 
EHEC kmeny E. coli jsou však vysoce patogenní rovněž pro člověka. Infekce 
je typickou zoonózou, při které se může nakazit v krátké době několik stovek až tisíců 
lidí. Přenos se uskutečňuje především tepelně nedostatečně upravenými potravinami 
(maso, masné výrobky, nepasterizované mléko a mléčné výrobky) nebo kontaktem 
s výkaly obsahujícimi EHEC kmeny E. coli7. ( Drábek, 2004, str. 26). Proto je nutné 
předcházet těmto nákazám již na úrovni samotných chovů, tzn. zajistit podmínky, které 
by snížily pravděpodobnost výskytu průjmových onemocnění jak u zvířat, tak u 
člověka. 
Nejdůležitějším rezervoárem E. coli O157:H7 je bezesporu střevní trakt 
zejména hovězího dobytka a ovcí, s frekvencí výskytu obvykle mezi 0,15-4 %8. Pro 
skot je však tento sérotyp neškodný, zvířata jsou hostiteli. Patogenní se stávají při 
přenosu na chov prasat. Pro telata je patogenní sérotyp K99 a pro prasata K889, 10. 
Některé kmeny patogenních E. coli rostou v teplotním rozmezí 7°C až 46°C 
s optimem mezi 35-40°C. E. coli O157:H7 je teplotními podmínkami omezováno o 
něco více, neboť minimální teplota pro růst je 8°C a maximální 44-45°C 8. 
Vliv na procento infikovaných zvířat ve stádě a na přežívání E. coli O157:H7 
v trávicím traktu přežvýkavců může mít pravděpodobně i typ krmiva11. U ovcí byl 
testován vliv diety, změny diety a hladovění na výskyt tohoto sérotypu E. coli. Zvířata 
byla krmena buď dietou s vysokým obsahem vlákniny a nízkým obsahem bílkovin 
(zelená píce, seno, “grass”, G skupina), nebo krmivem na bázi kukuřice a granulovanou 
vojtěškou (“corn”, C skupina), které bylo bohaté na proteiny a energii. Po jednorázové 
experimentální infekci byla všechna zvířata kultivačně pozitivní na E. coli O157:H7, 
avšak skupina G měla vyšší koncentraci E. coli O157:H7 a navíc tyto bakterie přežívaly 
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dvakrát delší dobu než tomu bylo u skupiny C. Počet kultivačně pozitivních zvířat 
vzrostl když došlo ke změně krmiva z C na G a naopak došlo k poklesu po změně z G 
na C. Výsledky ukazují, že úprava krmné dávky může redukovat riziko zavlečení E. coli 
O157:H7 do potravního řetězce12. 
Kmen E. coli O55 
Jedná se o jednoho z mnoha dalších zástupců kmene E. coli. Sérotyp O55 náleží do 
skupiny enteropatogenních escherichií (EPEC). Způsobuje průjmová infekční 
onemocnění nejen v oblasti humánní medicíny, ale je rizikem i pro mláďata 
hospodářských zvířat, zejména po odstavu. Jeho patogenita spočívá ve spouštění 
zánětlivých mechanismů. V intestinálním lumen po té dochází k poruše absorpce vody a 
živin a k narušení elektrolytové rovnováhy v těle. Důkazem zánětlivého procesu je 
přítomnost antibakteriálního proteinu kalprotektinu. Tento dimer je produkován 
neutrofilními granulocyty, monocyty, makrofágy a některými epitely. Jako adhezin se 
podílí na přestupu leukocytů z cirkulace do místa zánětu. Po aktivaci neutrofilů a adhezi 
monocytů k endotelu je uvolňován, působí bakteriostaticky a ovlivňuje lokální 
cytokinovou odpověď. Kalprotektin je tedy spolehlivým znakem zánětu13. 
Příkladem je studie, ve které jsou selata infikována E.coli O55. Následně u nich 
vzrostla plazmatická hladina kalprotektinu, což souviselo se septikémií14. 
Stejný sérotyp byl zaveden do amniové dutiny v 79. až 86. dni březosti prasnic 
po dobu 6 nebo 10 hodin. Infekce způsobila influx makrofágů, které se stanovily 
pomocí monoklonálních protilátek rozeznávajících kalprotektin15. 
3.2.1.2 Staphylococcus aureus subsp. aureus 
Je jedním z mnoha zástupců rodu Staphylococcus, patří mezi koagulasa-pozitivní, 
grampozitivní bakterie. Disponuje mnoha faktory virulence, z nichž některé způsobují 
infekce gastrointestinálního traktu (GIT). Jedná se především o enterotoxiny, 
termostabilní proteiny odolné vůči trávicím enzymům hostitele, které vyvolávají 
zvracení a průjem. Enterokolitidu způsobuje enterotoxin B. S průjmy souvisí i 
přítomnost peptidoglykanu (PGN) v buněčné stěně stafylokoka. Podporuje uvolnění 
cytokinů z makrofágů, aktivaci komplementu a shlukování krevních destiček16. 
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Zahraniční studie dokázala, že podáním PGN myším pomocí žaludeční sondy 
se po absorci PGN intestinálními buňkami aktivuje činnost mastocytů. Ty uvolňují 
mediátory zánětu (histamin a serotonin), které hrají vůči PGN synergistickou úlohu17. 
Je však popsáno jen málo případů, kdy by se S. aureus stal zdrojem 
gastroenteritidy u zvířat. Avšak u některých studií podání enterotoxinu B cestou per os 
vyústilo v diarrheu nebo jiné disfunkční příznaky GIT. Převážně u myší a primátů 
(Macaca mulatta) se zkoumal vliv enterotoxinu B aplikovaného inhalací (aerosolová 
forma). U makaků vyvolala inhalace toxinu průjem a zvracení během 24 hodin, 
následně se dostavil útlum, dyspnoe a šok. Tři zvířata ze šesti zemřela do tří dnů18. 
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Tabulka 1: Základní charakteristiky významných kmenů E. coli vyvolávajících 
průjmové onemocnění u zvířat 7 
 
Poznámka: * = A/E – „attaching-effacing“ změny 
Typ 
E. coli 
Klinické 
příznaky 
 
Převládající 
séroskupiny 
 
Patologický 
nález 
 
Faktory 
virulence 
ETEC 
převažují 
průjmová 
onemocnění 
novorozenců 
u všech 
druhů savců 
 
O6, O8, O11, 
O15, 
O20, O25, 
O27, 
O128, O148, 
O149, 
O159, O173 bakterie 
kolonizují 
tenké střevo, 
aniž by 
vyvolaly 
patomor- 
fologické změny 
Sta, STb, LT, 
K88, K99, 987P, 
F18, F41, F1845, 
CS31A 
ETEC u selat vodnatý průjem 
O8, O9, O45, 
O101, O138, 
O147, O149, 
O157 
Sta, STb, LT, 
K99, 987P, F41, 
K88, F18 
ETEC u skotu 
vodnatý 
průjem u telat 
ve věku 0-14 
dní 
O8, O9, O20, 
O101 
Sta, K99, F17, 
F41, F1845, 
CS31A 
ETEC+VTEC průjmy a nebo příznaky ED 
O139, O141, 
O138, O157 
Stx2e + 
kombinace 
různých faktorů 
virulence 
EHEC 
hemoragická 
kolitis u telat 
a selat 
O5, O8, O20, 
O26, O103, 
O111, O118, 
O145 A/E * změny 
různé intenzity a 
lokalizace 
Stx1, Stx2, Stx2c 
Specifikované 
EHEC kmeny 
hemoragická 
kolitis a další 
příznaky u 
telat a selat 
O157:H7, 
O157:H ¯ 
EPEC králíků 
průjem 
O26, O49, 
O92, O128 
AE a 
v distálních 
úsecích tenkého 
a proximálních 
úsecích tlustého 
střeva eroze i 
ulcerace 
blíže 
nespecifikované 
toxiny 
EPEC selat O45 
EPEC telat O26, O11, O119, O114 
NTEC průjmy telat, 
selat a lidí 
O,4, O6, O8, 
O15, O76, 
O78, O88, 
O123, O139 
změny na 
střevech, 
případně na 
močovém 
aparátu 
CNF1 a CNF2 
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3.3 PŮSOBENÍ PŘÍRODNÍCH LÁTEK NA GRAMPOZITIVNÍ A 
GRAMNEGATIVNÍ MIKROORGANISMY 
Usuzuje se, že gramnegativní organismy jsou méně citlivé vůči vlivu antibakteriálních 
látek přírodního původu, neboť mají lipopolysacharidovou vrstvu obklopující 
periplazmatický prostor19, která brání difúzi hydrofobních složek. 
Avšak ne všechny studie zabývající se silicemi potvrzují, že grampozitivní 
bakterie jsou vůči nim citlivější20. Aeromonas hydrophila dokáže přežít i přes 
skutečnost, že je jednou z nejcitlivějších druhů gramnegativních bakterií21, 22, 23, 24, 25. 
V jiné studii na citlivost mikrobiálních agens po 24 hodinách expozice není 
zřejmý naměřený rozdíl v citlivosti mezi grampozitivními a gramnegativními 
organismy. Inhibiční efekt po 48 hodinách však zesílil více u gramnegativních zástupců 
než u grampozitivních26. Výzkum testující 50 komerčně dostupných silic na 25 druzích 
zárodků nevydal žádný důkaz o rozdílnosti v citlivosti mezi grampozitivními a 
gramnegativními organismy21. 
Naproti tomu jiná studie, ve které byly provedeny stejné testovací metody se 
stejnými bakteriálními izoláty, ale za použití čerstvě destilované silice, odhalila, že 
grampozitivní bakterie byly skutečně citlivější vůči dvěma zkoušeným silicím a zároveň 
byly stejně citlivé vůči jiným čtyřem silicím než gramnegativní druhy27. 
Ačkoli antimikrobiální vlastnosti silic a jejich složek byly v minulosti 
posuzovány vždy, mechanismus účinku nebyl nikdy ve velkých detailech 
prozkoumán28. Vzhledem k velkému počtu různých skupin chemických složek 
přítomných v silicích, je nejpravděpodobnější, že jejich antibakteriální účinek nesouvisí 
s jedním specifickým mechanismem, nýbrž existuje několik buněčných cílů29, 30: 
a) degradace buněčné stěny, 
b) zničení cytoplazmatické membrány, 
c) zničení membránových proteinů, 
d) eflux buněčného obsahu z buňky, 
e) koagulace cytoplazmy, 
f) snížení počtu protonových pump. 
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3.4 SEZNAM POUŽITÝCH ROSTLIN 
Pro stanovení MIC a MBC pro kmeny E. coli a Staphylococcus aureus bylo navrženo 
několik druhů rostlin, které se již v jiných výzkumech prokázaly jako zdroje účinných 
antibakteriální látek. Z pestré nabídky jsem vybrala rostliny, ze kterých bylo nutné 
vytvořit nejprve sumární extrakt a rostliny, z nichž se využily pouze jejich produkty 
(silice nebo jejich složky). 
3.4.1 Leuzea carthamoides (Willd.) DC., parcha saflorovitá 
Obsahové látky rostliny 
Mono- a polysacharidy (inulin), organické kyseliny, saponiny, vitamíny, polyacetyleny, 
kaučuk, fenolkarboxylové kyseliny a jejich deriváty, lignin, katechiny, taniny, chinony, 
silice, kumariny, flavonoidy, anthokyany, mastné oleje, vosky, tuky, stejně jako gumy, 
krystaly kyseliny citronové a fosfáty, mikro- a makroprvky31. 
Hlavními flavonoidy jsou 6-methoxykamferol, patuletin, isorhamnetin-
glykosid a kvercetin-5-glykosid. 
O
OH
OH
O
OH
OH
patuletin
 
Rostliny pro přípravu 
hrubého extraktu 
Použité rostlinné produkty 
Leuzea carthamoides Eucalypti etheroleum Carvacrolum, Thymolum 
Thymus vulgaris Origani etheroleum Terebinthinae etheroleum 
Rosmarinus officinalis Thymi etheroleum - red Cinnamomi zeylanici 
corticis etheroleum 
Ocimum sanctum Thymi etheroleum - white Coriandri etheroleum 
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Parcha poskytuje velmi hodnotný materiál ke zkrmení zvířatům. Seno z čerstvé 
i sušené byliny zvyšuje produkci mléka u krav32. Dieta s obsahem 10 % parchy v krmné 
dávce zvýšila tělesnou hmotnost zvířat, vedla k rozvoji jistých vnitřních orgánů a 
ovlivňovala chování u různých experimentálních druhů zvířat33. 
Hlavní účinnou složku však tvoří skupina fytoekdysteroidů (5-β-cholest-6-on-
7-en derivátů), z níž 20-hydroxyekdyson je nejvíce zastoupenou látkou. Jedná se o 
sloučeninu obtížně rozpustnou ve vodě. Obsah v kořenech je vyšší (0,12-0,20 %) než 
v listech (0,006-0,1 %). Rostlina rovněž poskytuje širokou řadu minoritních 
ekdysteroidů (integristeron, polypodin B, rapisteron, inokosteron a jejich deriváty). 
Bohaté spektrum ekdysteroidních forem souvisí s tvorbou konjugátů se sekundárními 
metabolickými produkty, anorganickými (sulfáty, fosfáty) a organickými kyselinami 
(acetáty, benzoáty, cinnamáty), cukry, atd34, 35. Teoreticky jsou tedy možné jakékoli 
kombinace těchto ekdysteriodních derivátů za vzniku tisíců různých molekul, které jsou 
příčinou jedinečné biologické aktivity surových extraktů36. 
Ekdysteroidy lze teoreticky syntetizovat, ale v praxi by se jednalo o velmi 
nákladnou výrobu. Proto se dnes běžně izolují biochemickými technologiemi 
z přírodních materiálů. Tato rostlina nabízí bohaté možnosti pro vznik nových a 
relativně levných farmakologických preparátů s vysokou proteosyntetickou a 
imunostimulační aktivitou. 
Farmakologické účinky 20-hydroxyekdysonu : 
a) vykazuje proteosyntetickou aktivitu a tím napomáhá růstu svalové hmoty, 
přičemž nenarušuje funkci androgenů oproti velmi dobře známým anabolickým 
steroidům, 
b) stimuluje syntézu RNA hepatocytů a tím zvyšuje proteosyntézu, 
c) aktivuje syntézu buněčné membrány, fosfatasy a malátdehydrogenasy podílející 
se na tvorbě buněčné energie, 
d) chrání jaderný chromatin hepatocytů proti volným radikálům vzniklých 
tetrachlormethanem u pokusných zvířat, čímž prokazatelně vzrostla možnost 
přežití, 
e) vykazuje protektivní účinek u experimentálně navozené aterosklerózy králíků, 
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f) eliminuje experimentální arytmii a zlepšuje srdeční kontraktilitu během 
koronární arteriální okluze u zvířat, 
g) má imunomodulační účinek na lymfocyty vzniklé ve slezině, 
h) zvyšuje zdatnost a pohyblivost spermií in vitro, urychluje sexuální dospívání a 
první těhotenství u samic37. 
OH
H
OH
HO
H
OH
20-hydroxyekdysonHO
OH
 
3.4.2. Thymus vulgaris L., mateřídouška tymián (tymián obecný) 
Obsahové látky 
Nať tymiánu (Herba thymi) 
Obsahuje kolem 2,5 % silice, ale ne méně než 1 %. Jejich obsah kolísá v závislosti na 
uvažovaném chemotypu. Základními složkami jsou thymol a karvakrol (až 64 % podílu 
silice) společně především s linaloolem, p-cymolem, α-pinenem, flavonoidy luteolinem 
a 6-hydroxyluteolinglykosidy. Rovněž jsou přítomny di-, tri- a tetramethoxyderiváty 
flavonů40. Dalšími obsahovými látkami jsou kyselina kávová a rozmarinová38. 
OH
linalool p-cymen
O
O
OH
OH
OH
HO
luteolinα-pinen
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HO
OH
HO
HO
HO
O
OH
OH
O
H
HOOC
kyselina kávová kyselina rozmarinová
 
Tymiánová silice (Thymi etheroleum) 
Existují dvě varianty silice, červená a bílá, přičemž bílá je destilačním produktem silice 
červené, která se purifikuje za účelem odstranění toxických fenolů39. 
Chuť silice je palčivě ostrá, voní silně po thymolu a jeví se jako čirá, žlutá až 
žlutohnědá nebo červenohnědá kapalina. 
Hlavními složkami jsou karvakrol (1-5 %) a thymol (30-50 %). Kritériem 
kvality je celkový obsah fenolů. Terpenické fenoly bývají provázeny jejich dvěma 
prekurzory p-cymenem (15-20 %) a γ-terpinenem (5-10 %), často také fenolickými 
ethery karvakrolmethyletherem a thymolmethyletherem (0,5-1,5 %). Monoterpeny     
(1-3 %) zahrnují borneol, kafr, myrcen, limonen, linalool, β-pinen, cis-sabinenhydrát a 
α-terpinen. V koncentracích pod 1 % se nacházejí bornyl-acetát, kamfen, 1,8-cineol 
(eukalyptol), p-cymen-8-ol, linalyl-acetát, cis-myrcen-8-ol, terpineol, terpinen-4-ol, 
terpinolen a terpinyl-acetát. Dále jsou popsány různé seskviterpenické látky, z nichž 
nejvýznamnější je β-karyofylen (1-3%)40. 
OH O
borneol kafr myrcenkamfen
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OH
O
limonen1,8-cineol terpinen-4-ol β-karyofylen
 
Farmakologické účinky extraktu a silice 
Studie in vivo a in vitro potvrzují antibakteriální (Salmonella typhimurium, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a další) a antifungální (Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus spp., Saprolegnia spp., Zygorhynchus spp.) účinek silice. 
Dochází rovněž k inhibici biosyntézy prozánětlivých prostaglandinů41. Spasmolytická 
aktivita přípravků z tymiánu in vitro je dle expertů způsobena přítomností 
polymethoxyflavonů42. Flavony i extrakty tymiánu tlumí odpovědi agonistů 
specifických receptorů buněk hladkého svalstva, jako je acetylcholin, histamin a L-
norepinefrin. Flavony jsou i nekompetitivními a nespecifickými antagonisty 
vápníkových kanálů. Jde o muskulotropní látky s přímým účinkem na hladké svalstvo43. 
Dnes není povoleno používat nať tymiánu jako aktivní složku krmiv pro zvířata 
v rámci Evropské unie. K tomuto účelu je dovoleno používat jen tymiánovou silici44. 
3.4.3 Rosmarinus officinalis L., rozmarýn lékařský 
Obsahové látky rostliny 
Listy rozmarýnu obsahují 1-2,5 % silice s monoterpeny kamfenem, 1,8-cineolem a α-
pinenem jakožto hlavními složkami. Droga obsahuje 0,35 % karnosolové kyseliny 
(tricyklický diterpen), isorosmanol (0,002 %), rosmadiol, rosmaridifenol, rosmarichinon 
a 7-methoxyrosmanol (0,001 %). Artefakty vznikající oxidací během extrakce listů 
mohou být diterpenofenoly, jako karnosol (= pikrosalvin), rosmanol, epirosmanol a 7-
methylepirosmanol. V přítomnosti amoniaku vznikají jako artefakty rosmaricin a 
isorosmaricin. Patří mezi alkaloidy s feruginolovou strukturou. Rosmaricin byl původně 
považován za hlavní obsahovou látku drogy, přičemž údaje v přehledných pracích o 
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výskytu alkaloidů v listech rozmarýnu jsou zavádějící. Po hydrolýze extraktu lze získat 
kyselinu kávovou, kyselinu sinapovou, kyselinu p-kumarovou, p-hydroxybenzoovou a 
kyselinu ferulovou, kromě kyseliny gentisinové, protokatechové, salicylové, syringové 
a vanilové. Flavony jsou zastoupeny převážně cirsimaritinem (5,4´-dihydroxy-6,7-
dimethoxyflavon), genkwaninem (5-hydroxy-7,4´-dimethoxyflavon), diosmetinem, 
eriodyktyolem, hispidulinem, luteolinem, 6-methoxygenkwaninem, methoxyluteolinem 
a 6-methylluteolinmethyletherem. Rovněž byly izolovány následující flavonoidní 
glykosidy: cirsimarin, diosmin, eupafolin, hesperetin, homoplantiginin, nepitrin, 
fegopolin. Další skupiny látek tvoří triterpeny a steroidy, lipidy a sacharidy40. 
OH
OCH3H3CO
COOH
OH
COOH
OH
OH
COOH
OH
OCH3H3CO
COOH
OH
OCH3
COOH
kys. sinapová kys. p-kumarová kys. protokatechová kys. vanilová kys. syringová
 
OH
HO
HOOC
H
COOH
OH
OH
O
OH
HO
O
OCH3
OH
kyselina karnosolová kyselina gentisová diosmetin
 
Farmakologické účinky silice a extraktů 
Rozmarýnová silice, 1,8-cineol a bornyl-acetát vykazují spasmolytický efekt na hladké 
svalstvo tenkého střeva morčat. Kamfen se projevil jako siličná složka 
s antimikrobiálním účinkem vůči Staphylococcus aureus a Escherichia coli45. 
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Stejný účinek rozmarýnového extraktu souvisí s jeho specifickou skladbou 
fenolických látek. Karnosolová a rozmarinová kyselina jsou rovněž bioaktivní 
antimikrobiální složky přítomné v extraktu. Studie u zvířat prokázala hepatoprotektivní 
účinky vodného extraktu. Ethanolové extrakty připravené z mladých výhonků prokázaly 
choleretický účinek značně související s dávkou. Jsou účinnější než extrakt z celé 
rostliny46. 
3.4.4 Ocimum sanctum L., bazalka posvátná 
Obsahové látky 
Silice (méně než 1 %) je tvořena mnoha složkami. Nejen mezi druhy bazalek, ale i mezi 
rody lze nalézt rozdíly v chemickém složení silic. Jejich skladbu a množství ovlivňují 
podnebí, půda a doba sklizně. Nejvýznamnějšími vonnými komponentami jsou 1,8-
cineol, linalool, citral, methylchavikol (estragol), eugenol (1-hydroxy-2-methoxy-4-
allylbenzen) a methylcinnamát. Africké druhy bazalek často obsahují kafr. 
Dále mohou být v různém množství zastoupeny a silně ovlivňovat aroma 
monoterpeny (ocimen, geraniol, kafr), seskviterpeny (bisabolen, karyofylen) a 
fenylpropanoidy (methyleugenol)47. 
Byly izolovány tři nové složky extraktu listů O. sanctum, ocimumosidy A a B a 
ocimarin, společně s osmi již známými látkami (apigenin, apigenin-7-O-β-D-
glukopyranosid, apigenin-7-O-β-D-glukuronová kyselina, 6“-methylester apigenin-7-O-
β-D-glukuronové kyseliny, 6“-methylester luteolin 7-O-β-D-glukuronové kyseliny, 
luteolin-7-O-β-D-glukopyranosid, luteolin-5-O-β-D-glukopyranosid a 4-allyl-1-O-β-D-
glukopyranosyl-2-hydroxybenzen a dva nové cerebrosidy. Tyto látky byly zkoumány za 
účelem potvrdit jejich antistresový účinek. Fenolické složky rovněž získané z listů O. 
sanctum, zahrnují ještě deriváty kyseliny hydroxyskořicové, kyseliny benzoové, 
flavonoidů a jejich glykosidů48. 
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Farmakologické účinky 
Vodný extrakt potlačuje kontrakce hladkého svalstva vyvolané acetylcholinem, 
karbacholem či histaminem. Velká dávka extraktu inhibovala u zvířat spermatogenezi. 
Mnohé studie prokázaly imunostimulační a antistresový účinek extraktu z listů. 
Jiné studie naznačují, že eugenol by mohl tlumit činnost cyklooxygenasy 2, 
jako mnoho současných nesteroidních analgetik. Rostlina má antibakteriální účinek in 
vitro proti Mycobacterium tuberculosis a S. aureus49. 
3.4.5 Eucalyptus globulus Labill., blahovičník kulatoplodý 
Obsahové látky 
Listy obsahují 1-3 % silice (Eucalypti etheroleum) v závislosti na oblasti původu50. 
Přírodní silice obsahuje 45-75 % 1,8-cineolu. Navíc jsou popsány další minoritní složky 
jako myrtenol, α- a β-pinen, pinokarvon, γ-terpinen, α-felandren, některé aldehydy a 
seskviterpeny (alloaromadendren, aromadendren, globulol a α-grujunen). 
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Dle Evropského lékopisu musí být v silici přítomno méně než 1,5 % felandrenu, méně 
než 0,1 % kafru a nejméně 70 % 1,8-cineolu51. 
V každé komerčně produkované silici typu E. globulus jsou metodou kapilární 
plynové chromatografie či s využitím hmotnostní spektrofotometre jako hlavní složky 
nalezeny: 1,8-cineol (eukalyptol) (86,8 %), p-cymen (2,7 %), α-pinen (2,6 %), limonen 
(0,5 %), geraniol a kamfen. 
Silice je velmi špatně rozpustná ve vodě, 1díl je rozpustný v 5 dílech 70% 
ethanolu. Mísitelná je s 90% ethanolem, bezvodým ethanolem, oleji, tuky a parafíny. 
Voní aromaticky, kafrovitě, chutná zpočátku palčivě a kafrovitě, později chladivě. Jedná 
se o bezbarvou či slabě žlutě zbarvenou kapalinu40. 
HO
H H
globulol
H
aromadendren
CH2OH
myrtenol
O
pinokarvon
 
Farmakologické účinky 
1,8-cineol omezuje tvorbu prozánětlivých derivátů kyseliny arachidonové a cytokinů 
v několika in vivo a ex vivo studiích52. 
Byla stanovena MIC proti grampozitivním bakteriím. Pro S. aureus a 
Enterococcus spp. činí 2 % (v/v). Inhibiční nebo baktericidní účinek silice vůči E. coli 
je diskutabilní53. 
3.4.6 Origanum vulgare L., dobromysl obecná 
Obsahové látky rostliny a silice 
Rostlina je bohatá na fenolické monoterpeny, hlavně na karvakrol, obsah thymolu je 
nízký. Rovněž jsou přítomny dvě skupiny látek kvantitativně menšího významu: 
acyklické monoterpeny jako geraniol, geranyl-acetát, linalool, linalyl-acetát a β-myrcen 
a látky bornanového typu jako kamfen, kafr, borneol, bornyl- a isobornyl-acetát. 
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Do skupiny seskviterpenických látek lze zařadit β-karyofylen, β-bisabolen, β-
bourbonen, germakren-D, bicyklogermakren, α-humulen, α-muurolen, γ-muurolen, γ-
kadinen, alloaromadendren, α-kubeben, α-kopaen, α-kadinol, β-karyofylenoxid a 
germakren-D-4-ol41. 
Dobromyslová silice (Origani etheroleum) je bohatá na fenolické látky. Kromě 
vysokého podílu karvakrolu (40-70 %) obsahuje také γ-terpinen (8-10 %), p-cymen (5-
10 %), α-pinen (1-3 %), myrcen (1-3 %), α-terpinen (1-2 %) a thymol (1-4 %). 
V koncentracích nižších než 1 % (v/v) se v silici nacházejí kamfen, β-pinen, limonen, 
1,8-cineol, 1-okten-3-ol, kafr, linalool, terpinen-4-ol, β-karyofylen, α-terpineol, borneol 
a bornyl-acetát. 
Silice voní silně aromaticky a chutná kořenitě až hořce40. 
CH2OH
geraniol humulen β−bisabolen germakren-D
 
Farmakologické účinky rostliny a extraktů 
Na základě širokospektré antibakteriální aktivity je O. vulgare jedním z nejúčinnějších 
testovaných rostlinných inhibitorů. O. vulgare australského původu se ukázala jako 
velmi silné antibakteriální agens, které výrazně potlačuje růst jak E. coli, tak S. aureus, 
ale i jiných původců střevních chorob (Salmonella enterica, Streptococcus faecalis). 
MIC dobromyslové silice byla 0,12 % (v/v). Lihový extrakt listů má antioxidační 
vlastnosti, jak prokázala metoda s použitím železných iontů in vitro54. 
V současné době je zakázáno přidávat Origani herba jako aktivní látku do 
krmiv zvířatům v rámci EU. Rovněž neexistují žádné zkušenosti s podáváním nati u 
březích a laktujících samic44. 
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3.4.7 Terebinthinae etheroleum rectificatum (Čištěná terpentýnová silice) 
Zdrojem silice jsou jehličnany rodu Pinus, jako např. P. ellioti ( USA), P. halepensis 
(Řecko, Španělsko), P. roxburghii (Indie, Pákistán), P. massoniana, P. tabuliformis  
(Čína), P. carribea var hondurensis a P. oocarpa (Střední Amerika), P. radiata (Nový 
Zéland)55. 
Terpentýn je neomezeně mísitelný s bezvodým a 90% ethanolem, 
diethyletherem, chloroformem, petroletherem, tekutým parafínem a mastnými oleji. 
Chuť je ostrá, vyvolávající pocit škrábání v hrdle. Silice voní charakteristicky a jedná se 
o čirou, bezbarvou kapalinu. 
Terpentýnová silice z Pinus palustris  se skládá z 95 % z α- a β-pinenu 
v poměru 2:1. Zbylých 5 % sestává z monoterpenů, především z 3-karenu, limonenu a 
terpinolenu a z terpenických acidorezistentních sloučenin (např. bornyl-acetát)40. 
O
O
bornyl-acetát terpinolen δ3-karen
 
3.4.8 Cinnamomum zeylanicum Blume, skořicovník ceylonský 
Obsahové látky silice 
Silice skořicovníku ceylonského obsahuje cca 42-76 % cinnamaldehydu jako hlavní 
složky a pouze 4-10 % eugenolu. Uvádí se dalších 70 chemických sloučenin, mezi 
jinými cinnamylalkohol, kyselina skořicová, o-methoxycinnamaldehyd, cinnamyl-acetát 
v proměnlivém množství. Kumarin se nevyskytuje prakticky vůbec nebo jen 
v nepatrných množstvích. 
Silice je neomezeně mísitelná s alkoholem, etherem, chloroformem nebo 
mastnými oleji, s petroletherem se mísí jen částečně, s tekutým parafínem je nemísitelná 
a ve vodě je prakticky nerozpustná. 
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Chuť silice je zpočátku sladce aromatická, poté ostře palčivá. Voní příjemně po 
skořici a vzhledem se jedná o čirou, světložlutou kapalinu40. 
CHO
O
OH
 
 
cinnamaldehyd                              kys. skořicová 
Farmakologické účinky silice 
V difuzním agarovém testu se skořicová silice projevila jako účinná proti rozličným 
bakteriím s MIC 1:2560 u S. aureus a P. aeruginosa. Na antimikrobiálních a 
antifungálních vlastnostech se podílí obsah o-methoxycinnamaldehydu.  
Silice tlumí in vitro biosyntézu prozánětlivého prostaglandinu na 52% již 
v koncentraci 37 µM/l v porovnání se stejným testem bez inhibitoru biosyntézy40. 
3.4.9 Coriandrum sativum L., koriandr setý 
Obsahové látky silice 
Složení silice získané z plodů koriandru setého se mění v závislosti na stádiu zrání 
plodů. 
V prvním stádiu převažují v silici monoterpenické estery reprezentované 
geranyl-acetátem (46,27 %) a monoterpenickými alkoholy (14,66 %), jejichž hlavním 
zástupcem je linalool (10,96 %). V malém množství jsou pak přítomny monoterpenické 
aldehydy, ethery, uhlovodíky, monoterpenické ketony, fenoly a seskviterpeny. Střední 
stádium zrání poskytuje silici značně odlišného chemického složení. 84,92 % 
detekovaných látek představují monoterpenické alkoholy (linalool 76,33 %), ketony 
(cis-hydroxykarvon 3,21 %), estery (geranyl-acetát 2,85 %)a ethery (anethol 1,41 %). 
Ostatní složky jsou zastoupeny v množství menším než 1 %. V silici získané z plodů C. 
sativum v konečném stádiu zrání převažují monoterpenické alkoholy a ketony. 
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Zajímavé je, že fenoly představované jako silné antioxidanty byly nalezeny ve značném 
množství (2,36 %)56. 
Linalool v přírodní koriandrové silici existuje převážně ve formě (+)-
enantiomeru. V menší míře se vyskytuje jako (-)-linalool40. 
Silice má světle žlutou barvu a obsahuje některé rozkladné produkty (terpineol, 
nerol a další)57. 
O
OH
cis-hydroxykarvon anethol
H3CO
CHO
 
3.4.10 Carvacrolum (karvakrol) 
Karvakrol je triviálním názvem látky pojmenované chemickým názvem 5-isopropyl-2-
methylfenol (2-methyl-5-(1-methylethyl)-fenol). Synonymem karvakrolu je 2-hydroxy-
p-cymol. 
OH
 
Rostlinným zdrojem jsou: Satureja montana, Satureja hortensis, Cinnamomum 
zeylanicum, Anethum graveolens, Thymus vulgaris, Thymus serphylum, Origanum 
vulgare, Mentha piperita, Thymus zygis a další. 
Farmakologické účinky látky 
  
 
32 
In vitro vykazuje antibakteriální aktivitu vůči Staphylococcus aureus a Pseudomonas 
aeruginosa, antifungální účinek na Candida albicans, Candida tropicalis a působí 
fungistaticky na Penicillium digitatum. Po jeho aplikaci myším přestávají zvířata 
hlodat. V intravenózní dávce 30-40 mg/kg působí na myši anesteticky, akutní toxicitu 
vyvolává LD50 = 80-100 mg/kg. Zabraňuje peroxidaci membránových lipidů 
vyvolané železitými ionty. 
In vitro je zaznamenána silná baktericidní aktivita u Escherichia coli, E. coli 
O157:H7, Salmonela typhimurium, Listeria monocytogenes a Vibrio vulnificus. Dále 
vykazuje účinky antidiuretické, protizánětlivé, antioxidační, antiseptické, 
spasmolytické, karminativní, iritační apod. a v dávce MIC 170-290 působí jako 
anthelmintikum, antiaterosklerotikum a baktericidně55. 
Rovněž je zajímavé, že karvakrol potlačuje produkci  toxinů, např. 
diarrhoického toxinu u Bacillus cereus. K vysvětlení mechanismu účinku se nabízejí 
dvě teorie. Pokud je exkrece toxinů aktivním procesem, pak pro jejich export z buňky 
hraje úlohu nedostatek ATP (adenosintrifosfátu) nebo PMF (proton motive force – 
protonová hnací síla). Další možností je, že zpomalení specifické růstové rychlosti 
bakterií může znamenat, že buňky využívají veškerou dostupnou energii pro 
zachování životaschopnosti a produkci toxinů pozastaví58. 
3.4.11 Thymolum (thymol) 
Chemicky se jedná o 2-isopropyl-5-methylfenol nebo 5-methyl-2-(1-methylethyl)-fenol. 
OH
 
Zdrojem thymolu jsou převážně: Citrus limon, Thymus vulgaris, Tanacetum vulgare, 
Origanum vulgare, Thymus zygis, Thymus serpyllum, Satureja hortensis, Vaccinium 
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vitis-idaea, Chrysanthemum vulgare, Arnica montana, Coriandrum sativum, Ocimum 
gratissimum, Mentha piperita55. 
Čistý thymol je představován bezbarvými, průsvitnými krystaly nebo bílým 
krystalickým prášek s charakteristickou tymiánovou vůní a kořenitě palčivou chutí40. 
V současnosti je vyráběn synteticky. 
Farmakologické účinky látky 
Antimikrobiální aktivita se vztahuje ke Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, 
Branhamella catarrhalis. 
Dále působí jako analgetikum, anestetikum, anthelmintikum, antiagregans, 
antiaterosklerotikum, má účinek antiherpetický, protizánětlivý, antioxidační, 
spasmolytický, antiseptický atd. Inhibuje peroxidaci membránových lipidů 
způsobenou železitými ionty.55 
Byl upřesněn mechanismus účinku thymolu proti S. aureus a S. typhimurium a 
vyslovena hypotéza, že se thymol váže na membránové proteiny van der Waalsovými 
silami a pomocí vodíkových vazeb, čímž se mění charakteristika propustnosti 
membrány. Zjistilo se, že thymol má větší inhibiční účinek při pH 5,5-6,5. Při nízkém 
pH se jeho hydroxylová skupina nemůže disociovat, tím se stává více hydrofobní a lépe 
se váže k hydrofobním oblastem s proteiny. Také dochází k lepšímu rozpuštění 
v lipidové fázi59. 
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IV. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1 MATERIÁL PRO STANOVENÍ 
4.1.1 Antimikrobiální aktivita vybraných rostlinných extraktů 
Rozpouštědlo: 
DMSO (dimethylsulfoxid), SIGMA-ALDRICH s.r.o. 
Kultivační medium: 
MHB (Müller-Hüntonův bujon), Čaderský-Envitek s.r.o., šarže: 1J057 
Použité bakteriální kmeny: 
E.coli CCM 4517 (sérotyp O157:H7), Česká sbírka mikroorganismů, 
Přírodovědecká fakulta Masarykovy univerzity Brno 
Staphylococcus aureus, Česká sbírka mikroorganismů, 
Přírodovědecká fakulta Masarykovy fakulty Brno 
Rostlinné extrakty: 
1. Thymus vulgaris, 24,5 % sušiny 
2. Rosmarinus officinalis, 51,8 % sušiny 
3. Ocimum sanctum, 14,4 % sušiny 
4. Leuzea carthamoides, 13,9 % sušiny 
Všechny extrakty byly připraveny na fakultě extrahováním v 80% ethanolu a perkolací. 
Následně byly zahuštěny na vakuové odparce až do viskózní konzistence. 
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4.1.2 Antimikrobiální aktivita vybraných silic a jejich složek I 
Emulzifikátor: 
Tween® 20 pro použití v oblasti molekulární biologie, SIGMA-ALDRICH s.r.o., 
Lot 036 K00963 
Kultivační media: 
MHA (Müller-Hüntonův agar), Čaderský-Envitek s.r.o., šarže: WF 210 
MHB (Müller-Hüntonův bujon), Čaderský-Envitek s.r.o., šarže: 1J057 
Bakteriální kmen: 
Escherichia coli CCM 4517 (sérotyp O157:H7), Česká sbírka mikroorganismů, 
Přírodovědecká fakulta Masarykovy univerzity Brno 
Silice a siličné složky: 
5. Origani etheroleum, SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-11-2, SI 10371440, 
Lot.: 21417C1-214, Cat.: W28, 281-2. 
6. Thymi etheroleum (red), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI 
09382618, Lot.: 11305 DD-356, Cat.: W30, 640-1-K. 
7. Thymi etheroleum (white), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI 
10096873, Lot.: 04106 JC-087, Cat.: W30, 650-9-K. 
8. Coriandri etheroleum (ČSL 4), ZDRAVOTNICKÉ ZÁSOBOVÁNÍ, SÚKL 
1010/89. 
9. Thymolum (ČSL 4), ZDRAVOTNICKÉ ZÁSOBOVÁNÍ, SÚKL 2001. 
10. Cinnamomi zeylanici corticis etheroleum (ČL 2005), Dr. KULICH PHARMA 
s.r.o., Lot.: 381 692, Atest: 0231/0906/538. 
11. Carvacrolum (čistota > 97%), FLUKA, GA 11781, Lot a kód plnění: 456690/1, 
Ec No. 2078896. 
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12. Eucalypti etheroleum, Dr. KULICH PHARMA s.r.o., Lot.: 10307. 
13. Terebinthinae etheroleum, Dr. KULICH PHARMA s.r.o., Lot.: 200376. 
4.1.3 Antimikrobiální aktivita vybraných silic a jejich složek II 
Emulzifikátor: 
Tween® 20 pro použití v oblasti molekulární biologie, SIGMA-ALDRICH s.r.o., Lot 
036 K00963. 
Kultivační media: 
MHA (Müller-Hüntonův agar),.Čaderský-Envitek s.r.o.,.šarže: WF 210. 
MHB (Müller-Hüntonův bujon), Čaderský-Envitek s.r.o., šarže:1J057. 
Bakteriální kmen: 
E. coli O55, Gnotobiologická laboratoř, MBÚ AV ČR, Nový Hrádek. 
Čtyři nejúčinnější silice a jedna siličná složka: 
1. Thymi etheroleum (white), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI 
10096873, Lot.: 04106 JC-087, Cat.: W30, 650-9-K. 
2. Thymi etheroleum (red), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI 
09382618, Lot.: 11305 DD-356, Cat.: W30, 640-1-K. 
3. Origani etheroleum, SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-11-2, SI 10371440, 
Lot.: 21417C1-214, Cat.: W28, 281-2. 
4. Cinnamomi zeylanici corticis etheroleum, Dr. KULICH PHARMA s.r.o., Lot.: 
381 692, Atest: 0231/0906/538. 
5. Carvacrolum, FLUKA, GA 11781, Lot a kód plnění: 456690/1, Ec No. 
2078896. 
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4.2 METODY POUŽITÉ PRO STANOVENÍ 
4.2.1 Antimikrobiální aktivita vybraných rostlinných extraktů 
A) Stanovení MIC (metoda A) 
0,100 g každého extraktu (vztaženo na sušinu) bylo naváženo do plastové sterilní 
zkumavky s 1 ml DMSO a dále bylo ředěno za vzniku dvojkové řady koncentrací. 
Z každé zkumavky pak bylo převedeno 100 µl do plastové nádobky s 12 korýtky, 
v nichž bylo předem napipetováno 1,90 ml  Müller-Hüntonova bujonu (MHB). 
Následně bylo převedeno 200 µl těchto roztoků do mikrotitrační destičky, 
přičemž ke každému bylo přidáno 10 µl suspenze E.coli O157:H7 (Mc Farland 1). 
Konečný rozsah koncentrace v jamkách titrační destičky byl od 5 - 0,005 ppm (11 
koncentrací připravených ve dvou sériích pro každý extrakt + 12. zkumavka s 
kontrolním vzorkem bez extraktu). Inkubace trvala 48 hodin při 37 °C. 
MIC byla hodnocena vizuálně. Pro verifikaci výsledků bylo provedeno 
přeočkování všech inkubovaných vzorků do nové mikrotitrační destičky. 
B) Stanovení MIC (metoda B) 
0,500 g každého extraktu bylo smíseno se 2 ml MHB v plastové sterilní zkumavce a 
byla vytvořena dvojková řada koncentrací v rozmezí 25 %; 12,5 %; 6,25 %; 3,13 %; 
1,56 %; 0,78 %; 0,39 %; 0,20 %; 0,10 %; 0,05 % a 0,02 %. 200 µl těchto vzorků bylo 
odebráno přímo ze zkumavek a aplikováno do jamek mikrotitrační destičky. Po té bylo 
inokulováno 10 µl suspenze E. coli O157:H7 (Mc Farland 1). Ten samý postup byl 
zopakován za inokulace 10 µl Staphylococcus aureus. 
Inkubace trvala 48 hodin při 37 °C. Vzorky extraktů byly pro každý 
mikroorganismus testovány dvakrát. 
MIC byla hodnocena vizuálně. Růst E. coli a S. aureus se projevil zákalem 
objemu v dané jamce. Verifikace výsledků přeočkováním nebyla provedena. 
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4.2.2 Antimikrobiální aktivita vybraných silic a jejich složek I 
C) Stanovení MBC (metoda C) 
Každý vzorek byl připraven v sedmi různých koncentracích (2 %; 1 %; 0,5 %; 0,25 
%;0,12 %; 0,06 %; 0,03 %) ve skleněných zkumavkách s MHB s 0,5 % (v/v) 
emulzifikátorem Tween 20. 
Ke každé řadě koncentrací vzorku byla připravena ještě kontrolní zkumavka 
bez testované látky. Po homogenizaci vzorků rotací na minitřepačce MS2 při 2200 – 
2300 otáčkách (rpm) vznikla mikroemulze. 
Do každé zkumavky se po té bylo přidáno 50 µl suspenze E. coli O157:H7 (Mc 
Farland 1) včetně kontrolních zkumavek. Bakterie byly vystaveny působení vzorků po 
určenou dobu, tj. 15 minut (viz tabulka 6) a 24 hodin (viz tabulka 7). 
Po expozici následovala inokulace obsahu zkumavek na Müller-Hüntonův agar 
(MHA) s  osmi vyznačenými výsečemi. Kultivace probíhala 24 hodin při 37 °C. 
Konečné stanovení MBC spočívalo ve sčítání CFU v každé výseči agaru. Baktericidní 
účinek se projevil tam, kde nebyl pozorován žádný růst CFU. 
Nejprve byly testovány všechny vzorky silic a jejich složek. Verifikace po té 
proběhla jen u šesti nejúčinnějších (viz tabulka 8 a 9). 
Rovněž byla hodnocena MBC všech testovaných vzorků v přepočtu na objem 
celkově a ve vztahu k 1ml kultivačního média (MHB) (viz tabulka 10). Byly porovnány 
hodnoty MBC, při kterých byl ještě zřejmý nulový nárůst kolonií při expozici 15 minut 
a 24 hodin (viz tabulka 11). 
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4.2.3 Antimikrobiální aktivita vybraných silic a jejich složek II 
D) Stanovení MBC (metoda D) 
Bylo zkoušeno pět vzorků, které se v předchozím pokusu prokázaly jako nejúčinnější. 
Každý vzorek byl připraven v sedmi různých koncentracích (2 %; 1 %; 0,5 %; 0,25 %; 
0,12 %; 0,06 %; 0,03 %) v plastových zkumavkách s MHB s 0,5 % (v/v) 
emulzifikátorem Tween 20. 
Ke každé řadě koncentrací vzorku byla připravena ještě kontrolní zkumavka 
bez testované látky. Po homogenizaci vzorků rotací na minitřepačce MS2 při 2200 – 
2300 otáčkách (rpm) vznikla mikroemulze. 
Do každé zkumavky bylo po té přidáno 50 µl suspenze E. coli O55 (Mc farland 
1) včetně kontrolních zkumavek. Bakterie byly vystaveny působení vzorků po dobu 15 
minut ( viz tabulka 12) a 24 hodin (viz tabulka 13). 
Po expozici následovala inokulace obsahu zkumavek na Müller-Hüntonův agar 
(MHA) s  osmi vyznačenými výsečemi. Kultivace trvala 24 hodin při 37 °C. Konečné 
stanovení MBC spočívalo ve sčítání CFU v každé výseči agaru. Nulový počet CFU byl 
projevem baktericidního účinku vzorků. 
Za účelem porovnání výsledků kultivace pěti nejúčinnějších vzorků byla 
zhotovena fotodokumentace (viz výsledky). 
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V. VÝSLEDKY 
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Při stanovení MIC extraktů u E. coli O157:H7 pomocí metody A (viz článek 
4.2.1) nebylo dosaženo pozitivních výsledků. Došlo k zakalení všech jamek 
mikrotitračních destiček. Všechny vzorky v koncentraci 5 – 0,005 ppm byly negativní. 
Při stanovení MIC extraktů v koncentraci 25 % - 0,02 % metodou B( viz článek 
4.2.1) byly odhaleny pozitivní výsledky (viz tabulka 2 – 5). 
Tabulka 2: Růst E. coli po 48 hodinách expozice testovaným látkám 
E. coli Koncentrace extraktů (%) 
25,00  12,50 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10 0,05 0,02 0,00 
Ocimum sanctum - - - + + + + + + + + + 
R
ů
st
 
Ocimum sanctum - - - + + + + + + + + + 
Rosmarinus officinalis - + + + + + + + + + + + 
Rosmarinus officinalis - + + + + + + + + + + + 
Thymus vulgaris - - - - + + + + + + + + 
Thymus vulgaris - - - - + + + + + + + + 
Leuzea carthamoides - - + + + + + + + + + + 
Leuzea carthamoides - - + + + + + + + + + + 
Tabulka 3: Růst E. coli po 48 hodinách expozice testovaným látkám 
E. coli Koncentrace extraktů (%) 
25,00  12,50 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10 0,05 0,02 0,00 
Ocimum sanctum - - + + + + + + + + + + R
ů
st
 
Rosmarinus officinalis - + + + + + + + + + + + 
Thymus vulgaris - - + + + + + + + + + + 
Leuzea carthamoides - - + + + + + + + + + + 
Tabulka 4: Růst Staphylococcus aureus po 48 hodinách expozice testovaným 
látkám 
S. aureus Koncentrace extraktů (%) 
25,00  12,50 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10 0,05 0,02 0,00 
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + + 
R
ů
st
 
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + + 
Rosmarinus officinalis - - - - - - - + + + + + 
Rosmarinus officinalis - - - - - - - + + + + + 
Thymus vulgaris - - - - - - - - + + + + 
Thymus vulgaris - - - - - - - - + + + + 
Leuzea carthamoides - - - - - + + + + + + + 
Leuzea carthamoides - - - - - + + + + + + + 
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Tabulka 5: Růst Staphylococcus aureus po 48 hodinách expozice testovaným 
látkám 
S. aureus Koncentrace extraktů (%) 
25,00  12,50 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10 0,05 0,02 0,00 
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + + 
R
ů
st
 
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + + 
Rosmarinus officinalis - - - - - - - - ? ? + + 
Rosmarinus officinalis - - - - - - - - ? + + + 
Thymus vulgaris - - - - - - - - ? + + + 
Thymus vulgaris - - - - - - - - + + + + 
Leuzea carthamoides - - - - ? + + + + + + + 
Leuzea carthamoides - - - - + + + + + + + + 
Tabulka 6: CFU po 15 minutách expozice E. coli testovaným vzorkům (viz 
metoda C) 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 0 0 0 8 8< 8< 8< 8< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 0 18 18< 18< 18< 18< 
Origani etheroleum 0 0 0 6 6< 6< 6< 6< 
Eucalypti etheroleum 4 14 6 14< 14< 14< 14< 14< 
Coriandri etheroleum 0 3 3< 3< 3< 3< 3< 3< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0 0 0 1 1< 1< 1< 1< 
Terebinthinae etheroleum 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
Carvacrolum 0 0 0 10 10< 10< 10< 10< 
Thymolum 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
Tabulka 7: CFU po 24 hodinách expozice E. coli testovaným vzorkům (viz 
metoda C) 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Origani etheroleum 0 0 0 10< 10< 10< 10< 10< 
Eucalypti etheroleum 0 0 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
Coriandri etheroleum 0 0 1 10< 10< 10< 10< 10< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0 0 0 0 0 2 10< 10< 
Terebinthinae etheroleum 26 26< 26< 26< 26< 26< 26< 26< 
Carvacrolum 0 0 0 0 2 10< 10< 10< 
Thymolum 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
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Tabulka 8: CFU po 15 minutách expozice E. coli nejúčinnějším vzorkům – 
ověření (viz metodaC) 
Tabulka 9: CFU po 24 hodinové expozici E. coli nejúčinnějším vzorkům – 
ověření (viz metoda C) 
Tabulka 10: MBC po 24 hodinách expozice 
Testované látky MBC (V/V) % MBC ( µl/1 ml media) 
Thymi etheroleum (white) 0,25 2,5 
Thymi etheroleum (red) 0,25 2,5 
Origani etheroleum 0,25 2,5 
Eucalypti etheroleum 1 10 
Coriandri etheroleum 0,5 5 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0,06 0,6 
Terebinthinae etheroleum - - 
Carvacrolum 0,25 2,5 
Thymolum - - 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Origani etheroleum 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Terebinthinae etheroleum 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
Carvacrolum 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
Origani etheroleum 1 1 0 0 10< 10< 10< 10< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0 0 0 0 0 0 10< 10< 
Terebinthinae etheroleum 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 10< 
Carvacrolum 0 0 0 0 10< 10< 10< 10< 
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Tabulka 11: Porovnání MBC po expozici 15 minut a 24 hodin 
Testované látky MBC po 15 min  (%) MBC po 24 hod (%) 
Thymi etheroleum (white) 0,25 0,25 
Thymi etheroleum (red) 0,25 0,25 
Origani etheroleum 0,25 0,25 
Eucalypti etheroleum 2 1 
Coriandri etheroleum 1 0,5 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0,25 0,06 
Terebinthinae etheroleum - - 
Carvacrolum 0,25 0,12 
Thymolum - - 
Tabulka 12: CFU po 15 minutách expozice E.coli O55 nejúčinnějším vzorkům 
Tabulka 13: CFU po 24 hodinách expozice E. coli O55 nejúčinnějším vzorkům 
 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 1 0 1 10< 10< 10< 10< 10< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 4 10< 10< 10< 10< 10< 
Origani etheroleum 0 0 0 80< 80< 80< 80< 80< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 20 0 0 10< 10< 10< 10< 10< 
Carvacrolum 0 0 0 10< 10< 10< 10< 10< 
Testované látky Koncentrace (V/V) 
2% 1% 0,50% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 0% 
Thymi etheroleum (white) 0 0 0 0 200< 200< 200< 200< 
C
FU
 
Thymi etheroleum (red) 0 0 0 200< 200< 200< 200< 200< 
Origani etheroleum 0 0 0 0 200< 200< 200< 200< 
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0 0 0 0 0 <80 200< 200< 
Carvacrolum 0 0 0 0 200< 200< 200< 200< 
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FOTODOKUMENTACE - ZOBRAZENÍ CFU E. COLI O55 
Výsledky po 15 minutách expozice Výsledky po 24 hodinách expozice 
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Thymi etheroleum (red) 
  
Origani etheroleum 
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VI. DISKUSE 
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Průjmová onemocnění hospodářských zvířat jsou spojena s jejich neodkladnou léčbou, 
jejíž prodlení či dokonce opominutí končívá negativním dopadem nejen ekonomickým, 
ale i hygienickým a etickým. V tomto směru je velmi přínosná prevence průjmových 
onemocnění. Kromě správné zoohygieny, vakcinace a jiných postupů lze do oblasti 
prevence zařadit i kvalitní krmiva obohacená o additiva rostlinného původu. 
Důvodem zavedení těchto fytogenních additiv do krmiv je, jak už bylo 
uvedeno, nejen zákaz používání antibiotik Evropskou komisí od 1. 1. 2006, ale i vznik 
rezistence původců onemocnění vůči antibiotické léčbě. 
Obecně platí, že z hlediska prevence vzniku rezistence je nutno dávat přednost 
antibiotikům s co nejužším spektrem před širokospektrálními a monoterapii před 
kombinací antibiotik. V chovech prasat se ale běžně setkáváme se smíšenými 
infekcemi, což pochopitelně vede k preferování širokospektrálních antibiotik. Šíření 
rezistence dále podporuje zejména používání omezeného spektra antibiotik pro široký 
okruh původců onemocnění nebo dokonce soustavné využívání pouze jednoho druhu 
antibiotika. Ke vzniku rezistence enormně přispívá aplikace antibiotik v příliš nízkých 
dávkách (preventivní medikace), nadměrně dlouhých intervalech a rovněž nedostatečná 
délka terapie. Nízké dávkování je obecně větší chybou než příliš vysoké. Příliš krátká 
terapie nestačí k eradikaci původců a podporuje vznik rezistence etiologického agens. 
Na druhé straně ovšem platí, zejména u širokospektrálních antibiotik, že čím déle je 
podáváme, tím větší je pravděpodobnost selektování rezistentních kmenů těch bakterií, 
proti nimž nebyla léčba zaměřena60. Je tedy zřejmé, že použití fytogenních náhrad 
v krmivech pro předcházení vzniku infekčních onemocnění trávicího traktu má své 
opodstatnění. 
Tato studie se zabývala účinkem vybraných rostlinných extraktů, silic a jejich 
složek na růst a životaschopnost dvou mikroorganismů, sloužících jako model 
nejběžnějších grampozitivních a gramnegativních infekčních agens (Staphylococcus 
aureus a E. coli). 
Testované rostliny byly vybrány na základě celosvětových výzkumů, které již 
prokázaly jejich antibakteriální účinek vůči grampozitivním a gramnegativním 
patogenům gastrointestinálního traktu (bakteriostatický nebo baktericidní). Při 
hodnocení těchto výsledků z literatury se však ukázala určitá roztříštěnost: nebývají 
jednoznačně uvedeny charakteristiky extraktů, resp. vstupní suroviny, a nelze se jich 
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logickou cestou dopátrat. Také byly použity různé bakteriální kmeny často 
s protichůdnými výsledky, atd. 
V rámci této studie jsem se zaměřila na rostlinné zástupce z čeledi Lamiaceae, 
Pinaceae, Myrtaceae či Asteraceae, u kterých byl potvrzen antimikrobiální účinek. 
Vítanou charakteristikou rostlinných produktů je také imunostimulační a desinfekční 
účinek, který zvyšuje odolnost chovů vůči patogenům. 
Při testování MIC zahuštěných ethanolových extraktů Ocimum sanctum, 
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris a Leuzea carthamoides metodou A (viz článek 
4.2.1) nebylo při koncentracích 5 – 0,005 ppm v jamkách mikrotitrační destičky 
dosaženo uspokojivých výsledků. I po jejich verifikaci přeočkováním došlo k zákalu 
všech jamek. Tím bylo prokázáno, že vznik zákalu nebyl způsoben přítomností 
balastních látek v sumárním extraktu, nýbrž rozmnožením bakterií, které si zachovaly 
svou životaschopnost. Důvodem negativního výsledku mohla být nízká citlivost bakterií 
vůči extraktům, nízké koncentrace extraktů nebo únik části těkavých účinných složek 
při zahušťování extraktů na vakuové odparce a při manipulaci s ním. 
Při stanovení MIC stejných extraktů u E. coli a S. aureus metodou B (viz 
článek 4.2.1) bylo při navážce 0,500 g dosaženo uspokojivějších výsledků (viz tabulka 2 
a 3). Bakteriostatický účinek u E. coli byl nejvýraznější u extraktu z T. vulgaris. Ještě 
při koncentraci 3,13 % (v/v) nedošlo k zákalu obsahu kultivačního média v jamkách 
destičky. I přes tento výsledek se jedná o hodnotu MIC poměrně vysokou. V případě 
extraktů z O. sanctum, R. officinalis, a L. carthamoides nebyly hodnoty MIC příliš 
blízké hodnotám očekávaným na základě předběžných studií٭. 
Při sledování účinku tymiánového a rozmarýnového extraktu na S. aureus byly 
zjištěny ještě nižší hodnoty MIC než u E. coli (viz tabulka 4 a 5). Pro extrakt z R. 
officinalis činí MIC 0,2 % (v/v) stejně jako pro T. vulgaris. Účinek extraktu L. 
carthamoides byl v porovnání s předchozími dvěma extrakty poněkud slabší (3,1 % 
v/v), ačkoliv hodnota MIC je v tomto případě nižší, než-li u E. coli (12,5 % v/v). Tato 
skutečnost zčásti podporuje hypotézu o vyšší citlivosti grampozitivních bakterií vůči 
antibakteriálním látkám typu extraktů či silic (viz článek 3.3). MIC extraktu z O. 
sanctum byla pro E. coli a S. aureus stejná a dosahovala rovněž poměrně vysokých 
hodnot (6,25% v/v). 
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Při stanovení MBC vybraných silic a jejich složek metodami C a D (viz články 
4.2.2 a 4.3.2) byly použity sérotypy O157:H7 a O55 kmene E. coli. 
U E. coli O157:H7 (metoda C) byl pozorován u všech vzorků antibakteriální 
efekt, kromě thymolu a terpentýnové silice (viz tabulka 6-9). Nejnižší baktericidní 
koncentrace dosáhla silice skořicovníku ceylonského (0,06 % v/v). po 24 hodinové 
expozici při 37 °C (viz tabulka 9). Nezanedbatelných hodnot MIC dosáhl i karvakrol 
(0,25-0,12 % v/v). Standardní hodnota baktericidní koncentrace většiny testovaných 
silic a jejich složek byla asi 0,25 % po 15ti minutové expozici při 20 °C (viz tabulka 8). 
Zajímavý, ale neuspokojivý byl účinek thymolu. Ačkoliv ho jiné studie řadí mezi jednu 
z nejsilnějších antibakteriálních látek rostlinného původu, v tomto experimentu nebylo 
dosaženo ani ve 2% koncentraci baktericidního účinku. Jelikož se vyskytuje 
v krystalické formě, musel být rozpuštěn v MHB a Tweenu 20 za vzniku 2% roztoku a 
teprve po té bylo možné provést dvojkové ředění. 
Po 15ti minutovém působení silice z T. vulgaris (red and white) a O. vulgare 
na E. coli O55 (metoda D) byl ještě pozorovatelný částečný baktericidní účinek při 
koncentraci 0,50 % (v/v) (viz tabulka 12). U silice Cinnamomum zeylanicum došlo 
pravděpodobně k chybě a ve výseči č. 1 (nejvyšší koncentrace) došlo k růstu několika 
kolonií (viz tabulka 12). Neúčinnost silice při takovéto koncentraci je vyvrácena 
výsledkem po 24 hodinové expozici (viz tabulka 13). Zde se naopak silice projevila 
jako nejsilnější baktericidní agens a to při koncentraci až 0,12 % (v/v). Částečný 
baktericidní účinek byl zřejmý ještě při koncentraci 0,06 % (viz fotodokumentace). 
Standardní hodnota baktericidní koncentrace většiny silic byla 0,25 % (v/v). 
Porovnání údajů těchto experimentů s výsledky jiných studií je problematické. 
Je známo, že složení silic a extraktů se liší v závislosti na místním podnebí, kde se 
rostliny vyskytují a na životních podmínkách. Dále některé silice stejně pojmenované 
mohou obecně pocházet z rozdílných druhů rostlin. Rovněž metody používané ke 
stanovení antimikrobiální aktivity a výběr organismů, na kterých se látky testují se 
v rámci publikací liší. Běžně používané jsou agarová a diluční metoda. Výsledky 
získané každou z těchto metod se mohou lišit v souvislosti se změnou podmínek během 
experimentů. Je nutné dbát na standardnost postupů při kultivaci jako je světlo, teplo, 
vlhkost, jinak jsou výsledky nereprodukovatelné, což je možné z některých literárních 
prací tušit. Dále lze zařadit i rozdíly v mikrobiálním růstu, dobu expozice 
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mikroorganismů silicím, rozpustnost silic nebo jejich komponent a nebo přítomnost a 
množství emulzifikátoru. Tyto a jiné okolnosti vysvětlují zčásti značné rozdíly 
v hodnotách MIC získaných různými metodami61. 
Je vhodné zamyslet se nad otázkou, jaké množství silice by muselo připadnout 
na jednu krmnou dávku. Velikost dávky závisí na druhu hospodářského zvířete, věku, 
hmotnosti, fyziologických podmínkách GIT a na mnoha dalších faktorech. 
Podle současných ekonomických parametrů na výkrm prasat je zřejmé, že 
spotřeba krmiva na výkrm jednoho prasete je v České republice nejvyšší ze všech zemí 
Evropské unie. Zároveň lze předpokládat, že ekonomicky únosná je taková aplikace 
dodatkových látek do krmiv, která navodí koncentraci 100-300 ppm (tj. 0,01-0,03 % 
v/v). Při hodnocení použitelnosti silic nebo sumárních extraktů je tedy nutné uvážit cenu 
vstupní suroviny, koncentraci biologicky aktivních složek (silice) a náklady na 
zpracování (destilace, případně příprava extraktů). Aplikace účinných látek by mohla 
být na hranici prahové účinnosti, protože tyto látky jsou netoxické, neovlivňují konečný 
produkt a především – mohou být prodávány ve výkrmu dlouhodobě. Je zde potřebné 
také zohlednit skutečnost, že látky nepůsobí jen proti invazivním agens, ale častokrát 
mají řadu významně využitelných jiných biologických účinků (zvyšují tvorbu žluči, 
působí digestivně, zlepšují celkový metabolismus, atd.). Tento fakt je nezanedbatelný a 
významně kvalifikuje použití rostlinných surovin, i když jejich antimikrobiální aktivita 
není na stejně vysoké úrovni jako v případě syntetických protiinvazivních 
chemoterapeutik (nebo antibiotik). 
Do dalších biologických pokusů by bylo vhodné zařadit silici z Cinnamomum 
zeylanicum a karvakrol, u nichž bylo dosaženo nejnižších hodnot MIC. Předmětem 
zájmu by měla být i silice z Thymus vulgaris (white, red) a Origanum vulgare (viz 
výše). 
Jednoznačné zhodnocení těchto výsledků je možné provést až po realizaci 
stájových pokusů při nichž bude použito krmivo s obsahem účinných látek na základě 
laboratorních testů. Výsledky jen těchto pokusů jsou reprezentativní a dále využitelné, 
protože v sobě zahrnují komplexní procesy uplatňované v chovech zvířat jako je stájový 
stres, kvantitativní úroveň výkrmu, zoohygienické podmínky a další. Je zřejmé, že 
využití fytogenních zdrojů je teprve na začátku. V nejbližším období však bude nutné se 
této problematice z hlediska výzkumu intenzivně věnovat, protože po roce 2011 se 
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v rámci EU počítá s daleko vyšším počtem restriktivních opatření z hlediska 
použitelných léčiv ve výkrmu zvířat. Takže fytogenní zdroje jsou vlastně jediným 
reálným východiskem na cestě k optimalizaci chovu prasat. 
٭)Pozn.: Pokud chceme definovat minimální inhibiční koncentraci, pak ve 
vztahu k silici (nebo extraktu) se jedná o její nejnižší koncentraci, která má za následek 
zachování nebo snížení životaschopnosti inokula.62. Definice MIC se však v rámci 
publikací liší, což je nevýhodné při porovnávání hodnot MIC různých studií63. 
Proto bylo stanovení MIC vybraných extraktů provedeno dvěma metodami (za 
použití rozpouštědla DMSO a bez něho, v různých koncentračních rozmezích apod.), ve 
kterých MIC znamená koncentraci extraktu, při které ještě bylo možné vizuálně 
zaznamenat čirý objem jamek mikrotitrační destičky. Zákal byl již projevem 
rozmnožování bakterií. 
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ABSTRAKT 
Váňová, J.: Biologická aktivita obsahových látek rostlin IX. Antimikrobiální aktivita 
některých sekundárních metabolitů. Diplomová práce, Univerzita Karlova v Praze, 
Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, 
Hradec Králové 2008, 62 s. 
Byla hodnocena antibakteriální aktivita čtyř vybraných rostlinných extraktů proti E. coli 
O157:H7 a Staphylococcus aureus. Extrakty byly připraveny extrahováním v 80% 
ethanolu a následnou perkolací. Pro určení minimální inhibiční koncentrace (MIC) bylo 
použito dvou metod. V prvním případě nebylo dosaženo hodnot MIC očekávaných u E. 
coli na základě jiných literárních studií. Všechny vzorky v koncentračním rozmezí 5 – 
0,005 ppm připravené ve dvou sériích byly negativní i po 48 hodinové expozici. Ve 
druhém případě bylo dosaženo u E. coli a S. aureus lepších výsledků. Byla připravena 
dvojková řada koncentrací v rozmezí 25-0,02 % ve dvou sériích. Nejnižší hodnoty MIC 
vykazoval extrakt z Thymus vulgaris, zejména vůči grampozitivnímu indikátorovému 
kmeni. Přesto zůstávaly hodnoty MIC velmi vysoké (3,13 % pro E. coli, 0,2 % pro S. 
aureus). 
Pro určení minimální baktericidní koncentrace (MBC) u E. coli O157:H7 a E. 
coli O55 bylo zkoušeno sedm silic a dvě siličné složky ve dvojkové řadě koncentrací v 
rozmezí 2-0,03 % . Po expoziční době 15 minut a 24 hodin byla provedena inokulace 
vzorků na Müller-Hüntonovův agar, přičemž u E. coli O157:H7 byl potvrzen 
baktericidní účinek všech testovaných silic a jejich komponent. Nejlepšího výsledku 
bylo dosaženo u silice skořicovníku ceylonského po 24 hodinové expozici (0,06 %). 
U stejné silice bylo dosaženo nejnižší hodnoty MBC i u E. coli O55 po 24 
hodinové expoziční době (0,12 %). U ostatních vzorků byla standardní hodnota MBC 
0,25 %. 
Klíčová slova: sekundární metabolity rostlin, antimikrobiální aktivita, zemědělská 
produkce, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
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ABSTRACT 
Váňová, J.: Biological Activity of Plant Metabolites IX. Antimicrobial Activity of Some 
Secondary Metabolites. Diploma Thesis, Charles University in Prague, Faculty of 
Pharmacy in Hradec Králové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, 
Hradec Králové 2008, 62 pp. 
The antibacterial activity of 4 selected plant extracts was evaluated against E. coli 
O157:H7 and Staphylococcus aureus. Extracts were prepared by extraction in 80% 
ethanol and subsequent percolation. Two methods were used for determination of 
minimal inhibitory concentration (MIC). In the first case they were not reached the 
values of MIC expected for E .coli on the basis of the other literature studies. All 
samples within the concentration range of 5 – 0,005 ppm which were prepared in two 
series were negative even after 48 hours exposition. In the second case it was reached 
better results for E. coli and S. aureus. Two series of serial twofold dilutions within the 
concentration range of 25 %-0.02 % were prepared. The lowest values of MIC were 
exhibited by Thymus vulgaris extract, especially against Gram-positive indicator strain. 
Nevertheless the values of MIC remain very high (3.13 % for E. coli, 0.2 % for S. 
aureus). 
For determination of minimal bactericidal concentration (MBC) in E. coli 
O157:H7 and E. coli O55 seven essential oils (EO) and two components of EO were 
tested in serial twofold dilutions within the concentration range of 2 %-0.03 %. The 
inoculation of samples on the Müller-Hünten agar was carried out after 15 minutes and 
24 hours exposition, whereas the bactericidal effect against E. coli O157:H7 was proved 
for all tested EO and their components. The best result was reached by Cinnamomi 
zeylanici EO after 24 hours exposition (0.06 %). 
The lowest value of MBC for E. coli O55 after 24 hours exposition was also 
reached by the same EO. The standard value of MBC for other samples was 0.25 %. 
Keywords: secondary metabolites of plants, antimicrobial activity, agricultural 
production, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
  
 
55 
VII. SEZNAM INFORMAČNÍCH ZDROJŮ 
  
 
56 
 
                                                 
 
1
  TEUBER, M.: Veterinary use and antibiotic resistance. Curr. Opinion Microbiol. 4, 
493-499 (2001). 
2
  HERA, A., BILLOVÁ, V., NOVOTNÁ, P.: Antibiotická politika ve veterinární 
medicíně.Veterinářství 52, 248-251 (2002). 
3
  RADA, V., MAROUNEK, M.: Probiotika a prebiotika ve výživě zvířat [online]. 
Vystaveno 23. 1. 2006 [citace 2008-02-27]. Dostupné z 
<http://www.vuzv.cz/vyziva/studie15.doc>. 
4
 Feed Mix 15, 12-15 (2007). 
5
  ILLEK J.: Závažná průjmová onemocnění telat [on line]. Vystaveno 7. 5. 2007 
[citace 2008-03-17]. Dostupné z : <http://www.agroweb.cz/Zavazna-prujmova-
onemocneni-
telat__s79x27921.html>,<http://stary.agroweb.cz/projekt/clanek.asp?pid 
=2&cid=27921>. 
6
  DRÁBEK, J., DUBANSKÝ, V.: Zdravotní problematika prasat II. Bakteriální 
choroby. Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, Brno 2001, s. 157, 178. 
7
   DRÁBEK, J., DUBANSKÝ, V.: Zdravotní problematika prasat V. Orgánové nemoci 
prasat a jejich diferenciální diagnostika. Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 
Brno 2004, s. 7, 26, 31. 
8
  ŠPELINA, V., DRÁPAL, J., ETTLEROVÁ, K., HAJŠLOVÁ, J., HLÚBIK, P., 
JECHOVÁ, M., KOZÁKOVÁ, F., MALÍŘ, F., OSTRÝ, V., RUPRICH, J., 
SOSNOVCOVÁ, J., WINKLEROVÁ, D.: Stanovisko vědeckého výboru pro 
potraviny ve věci: E. coli O157:H7 v potravinách v ČR [on line]. Vystaveno 12. 11. 
2004 [citace 2008-03-17], kód publikace VVP:Stan/2004/7/deklas/E.coli. Dostupné z 
<http://www.chpr.szu.cz/vedvybor/dokumenty/stanoviska/Stan_2004_7_deklas_Ecol
i.pdf>. 
  
 
57 
                                                                                                                                               
 
9
   VAŘEJKA, F., MRÁZ, O., SMOLA, J.: Speciální veterinární mikrobiologie. SZN, 
Praha 1989, 264 s. 
10
  HEJLÍČEK, K., VRTIAK, J.: Speciální epizoologie 1. SZN, Praha 1982, 320 s. 
11
  KUDVA, I.T, HUNT, C.W., WILLIAMS, C.J., NANCE, U.M., HOVDE, C.J.: 
Evaluation of dietary influences on Escherichia coli O157:H7 shedding by sheep. 
Appl. Environ. Microbiol. 10, 3878-3886 (1997). 
12
  RADA, V.: Mikrobiální rizika krmiv [on line]. Vystaveno 09/2004 [citace 2008-03-
17]. Dostupné z <http://www.vuzv.cz/vyziva/studie11.rtf>. 
13
  FOJTÍKOVÁ, M.: Kalprotektin. Noviny Onkologického centra J. G. Mendela, číslo 
VII, 09/2007. Dostupné z <http://www.onkologickecentrum.cz/downloads/ 
noviny/noviny-09-2007.pdf>. 
14
  ŠPLÍCHAL, I., FAGERHOL, M.K., TŘEBICHAVSKÝ, I., ŠPLÍCHALOVÁ, A., 
SCHULZE, J.: The effect of intestinal colonization of germ-free pigs with 
Escherichia coli on calprotectin levels in plasma, intestinal and bronchoalveolar 
lavages. Immunobiol. 209, 681-687 (2005). 
15
  ŠPLÍCHAL, I., TŘEBICHAVSKÝ, I., ŠPLÍCHALOVÁ, A., DÍTĚTOVÁ, L., 
ZAHRADNÍČKOVÁ, M.: Escherichia coli administered into pig amniotic cavity 
appear in fetal airways and attract macrophages into fetal lungs. Physiol. Res. 51, 
523-528 (2002). 
16
  VOTAVA, M., ČERNOHORSKÁ, M., HEROLDOVÁ, M., HOLÁ, V., 
MEJZLÍKOVÁ, L., ONDROVČÍK, P., RŮŽIČKA, F., DVOŘÁČKOVÁ, M., 
WOZNICOVÁ, V., ZAHRADNÍČEK, O.: Lékařská mikrobiologie speciální. 
Neptun, Brno 2003, 495 s. 
17
  FENG, B.S., HE, S.H., ZHENG, P.Y., WU, L., YANG, P.CH.: Mast cells play a 
crucial role in Staphylococcus aureus peptidoglycan-induced diarrhea. Am. J. Pathol. 
171, 537-547 (2007). 
  
 
58 
                                                                                                                                               
 
18
  MATTIX, M.E., HUNT, R.E., WILHELMSEN, C.L., JOHNSON, A.J., BAZE, 
W.B.: Aerosolized staphylococcal enterotoxinB-induced pulmonary lesion rhesus 
monkeys (Macacca mulatta). Toxicol. Pathol. 23, 262-268 (1995). 
19
  RATLEDGE, C., WILKINSON, S.G.: Microbial lipids. Vol. 1, Academic Press, 
London 1988, s. 3-22. 
20
  WILKINSON, J.M., HIPWELL, M., RYAN, T., CAVANAGH, H.M.A.: Bioactivity 
of Backhousia citriodora: Antibacterial and antifungal activity. J. Agric. Food Chem. 
51, 76-81 (2003). 
21
  DEANS, S.G., RITCHIE, G.: Antibacterial properties of plant essential oils. Int. J. of 
Food Microbiol. 5, 165-180 (1987). 
22
  HAO, Y.Y., BRACKETT, R.E., DOYLE, M.P.: Efficacy of plant extracts in 
inhibiting Aeromonas hydrophila and Listeria monocytogenes in refrigerated cooked 
poultry. Food Microbiol. 15, 367-378 (1998). 
23
  HAO, Y.Y., BRACKETT, R.E., DOYLE, M.P.: Inhibition of Listeria 
monocytogenes and Aeromonas hydrophila by plant extracts in refrigerated cooked 
beef. J. Food Prot. 61, 307-312 (1998). 
24
  STECCHINI, M.L., SARAIS, I., GIAVEDONI, P.: Effect of essential oils on 
Aeromonas hydrophila in a culture medium and in cooked pork. J. Food Prot. 56, 
406-409 (1993). 
25
  WAN, J., WILCOCK, A., COVENTRY, M.J.: The effect of essential oils of basil on 
growth of Aeromonas hydrophila and Pseudomonas fluorescens. J. Appl. Microbiol. 
84, 152-158 (1998). 
26
  OUTTARA, B., SIMARD, R.E., HOLLEY, R.A., PIETTE, G.-J.P, BÉGIN, A.: 
Antibacterial activity of selected fatty acids and essential oils against six meat 
spoilage organisms. Int. J. Food Microbiol. 37, 155-162 (1997). 
  
 
59 
                                                                                                                                               
 
27
  DORMAN, H.J.D., DEANS, S.G.: Antimicrobial agents from plants: antibacterial 
activity of plant volatile oils. J. Appl. Microbiol. 88, 308-316 (2000). 
28
  LAMBERT, R.J.W., SKANDAMIS, P.N., COOTE, P., NYCHAS, G.-J.E.: A study 
of the minimum inhibitory concentration and mode of action of oregano essential oil, 
thymol and carvacrol. J. Appl. Microbiol. 91, 453-461 (2001). 
29
  SKANDAMIS, P., KOUTSOUMANIS, K., FASSEAS, K., NYCHAS, G.-J.E.: 
Inhibition of oregano essential oil and EDTA on Escherichia coli O157:H7. Ital. J. 
Food Sci. 13, 65-75 (2001). 
30
  CARSON, C.F., MEE, B.J., RILEY, T.V.: Mechanism of action of Melaleuca 
alternifolia (tea tree) oil on Staphylococcus aureus determined by time-kill, lysis, 
leakage and salt tolerance assays and electron microscopy. Antimicrob. Agents 
Chemother. 46, 1914-1920 (2002). 
31
  GOLOVKO, T.K., GARMASH, E.V., KURENKOVA, S.V., TABALENKOVA, 
G.N., FROLOV, YU.M.: Rhaponticum carthamoides in vitro in the European North-
East (ecological and physiologic investigation). Komi Science Centre UrD RAS, 
Syktyvkar 1996, 140 s. 
32
  VAVILOVA, P.P., KONDRATEV, A.A.: Novyje kormovyje kultury. 
Rosselchozdat, Moskva 1975, s. 346. 
33
  ŠELEPCOVÁ, L., SOMMER, A., VARGOVÁ, M.: Effect of feeding on a diet 
containing varying amounts of Rhaponticum carthamoides hay meal on selected 
morphological parameters in rats. Eur. J. Entomol. 92, 391-397 (1995). 
34
  LAFONT, R.: Phytoecdysteroids and world flora: Diversity, distribution, 
biosynthesis and evolution. Russ. J. Plant. Physiol. 45, 276-295 (1998). 
35
  GOLBRAIKH, A., BONCHER, D., TROPSHA, A.: Novel chirality descriptors 
derived from molecular topology. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 41, 147-158 (2000). 
  
 
60 
                                                                                                                                               
 
36
  TIMOFEEV, N.P.: Leuzea carthamoides: Introduction, questions and application 
prospects as biologically active additives. Netradicionnyje prirodnyje resursy, 
innovacionnyje technologii i produkty, RANS, 4, 108-134 (2001). 
37
  ARNASON, A.: The botanical, medical, pharmacological, ethnological informations 
about herbs [on line], [citováno 2008-03-18]. Dostupné z 
<http://www.keyherbs.org/leuzea_carthamoides_rhaponticum--01.htm>. 
38
  ESCOP: „Thymi herba‘‘. Monographs on the medicinal uses of plant drugs. 
European Scientific Cooperative on Phytotherapy, Exeter 2003, 26 s. 
39
  LEUNG, A.Y., S. FOSTER.: Encyclopedia of common natural ingredients used in 
food, drugs and cosmetics. 2nd Ed., John Wiley & Sons, Inc., New York 1996. 
40
  HagerROM 2006, Springer Medizin Verlag, Heidelbeg, 2006. 
41
  FRANZ, CH., BAUER, R., CARLE, R., TEDESCO, D., TUBARO, A., ZITTERL-
EGLSEER, K.: Assesment of plants/herbs, plant/herb extracts and their naturally or 
synthetically produced components as additives for use in animal nutrition [on line], 
246-259 Vystaveno 01/2005 [citace 2008-03-18]. Dostupné z <http:// 
www.efsa.europa.eu/EFSA/Scientific_Document/feedap_report_plantsherbs_en%20(
4),0.pdf>. 
42
  VAN DEN BROUCKE, C.O.: Action spasmolytique des flavones de différentes 
espèces de Thymus. Plant. Med. Phytother., 16, 310-317 (1983). 
43
  VAN DEN BROUCKE, C.O., LEMLI, J.A.: Pharmacological and chemical 
investigation of thyme liquid extracts. Planta Med. 41, 129–135 (1981). 
44
  REICHLING, J., GACHNIAN, R., FRATER, M., SALLER, R., DI CARLO, A., 
WIDMAIER, W.: Heilpflanzenkunde für Tierärzte. Springer Verlag Berlin, 
Heidelberg 2005, 283 s. 
  
 
61 
                                                                                                                                               
 
45
  SCORTICHINI, M., ROSSI, M.P.: Preliminary in vitro evaluation of the 
antimicrobial activity of terpenes and terpenoids towards Erwinia amylovora 
(Burrill) Winslow et al. J. Appl. Bacteriol. 71, 109-112 (1991). 
46
  HOEFLER, C., FLEURENTIN, J., MORTIER, F., PELT, J.M., GUILLMAIN, J.: 
Comparative choleretic and hepatoprotective properties of young sprouts and total 
plant extracts of Rosmarinus officinalis in rats. J. Ethnopharmacol. 19, 133-43 
(1987). 
47
  KATZER, G., Vystaveno 5. 8. 2001 [citace 2008-03-19] Dostupné z 
<http://www.uni-graz.at/~katzer/engl/Ocim_bas.html>. 
48
  PRASOON, G., DINESH, K.Y., KIRAN, B.S., GUATAM, P., RAKESH, P.: 
Constituents of Ocimum sanctum with antistress activity. J. Nat. Prod., 70, 1410-
1416 (2007). 
49
  Dostupné z <http://www.sbepl.com/ocimum-sanctum.html>. 
50
  HÄNSEL, H., KELLER, K., RIMPLER, H., SCHNEIDER, G (Eds.): Hager´s 
Handbuch der Pharmazeutischen Praxis. Springer Verlag, Berlin, Heidelberg 1993, 
Vol. 5, 115-130 s. 
51
  EAB: Eucalyptus oil – Eucalypti aetheroleum. Pharmacopoea Europea, 5.th Ed., 
2005. 
52
  JUERGENS, U.E., ENGELEN, T., RACKÉ, K., GILLISSEN, A., VETTER, H.: 
Inhibitory activity of 1,8-cineol (eucalyptol) on cytokine production in cultured 
human lymphocytes and monocytes. Pulm. Pharmacol. Therapeut. 17, 281-287 
(2004). 
53
  ESCOP. Eucalypti aetheroleum. In: Escop Monographs. 2.nd Ed. G. Thieme, Stuttgart 
2003, s. 150-155. 
54
  YOSHINO, K., HIGASHI, N., KOGA, K.: Antioxidant and antiinflammatory 
activities of oregano extract. J. Health Sci. 52, 169-173 (2006). 
  
 
62 
                                                                                                                                               
 
55
 Český lékopis 1997, Doplněk 1999 [CD]. Dostupné z <http://faf.vfu.cz/html/docs/pla 
nts/terebinthinae/drog.html>,<http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/ty
mol/index.html>. 
56
  MSAADA, K., HOSNI, K., TAARIT, M.B., CHAHED, T., KCHOUK, M.E., 
MARZOUK, B.: Changes on essential composition of coriander (Coriandrum 
sativum L.) fruits during three stages of maturity. Food Chem. 102, 1131-1134 
(2007). 
57
  KULOVANÁ, E.: Koriandr setý [on line]. Vystaveno 13. 9. 2001 [citace 2008-03-
19]. Dostupné z <http://www.agroweb.cz/Koriandr-sety__s44x10518.html>. 
58
 ULTEE, A., SMID, E.J.: Influence of carvacrol on growth and toxin production by 
Bacillus cereus. Int. J. Food Microbiol. 64, 373-378 (2001). 
59
  JUVEN, B.J., KANNER, J., SCHVED, F., WEISSLOWICZ, H.: Factors that interact 
with the antibacterial action of thyme essential oil and its active constituents. J. Appl. 
Bacteriol. 76, 626-631 (1994). 
60
  ROBERTS, J. D.: Six steps to antibiotic selection for nursery and finishing disease. 
Proc. NC Healthy Hogs Seminar, 63-78 (2000). 
61
  HAMMER, K.A., CARSON, C.F., RILEY, T.V.: Antimicrobial activity of essential 
oils and other plant extracts. J. Appl. Microbiol. 86, 985-990 (1999). 
62
  CARSON, C.F., COOKSON, B.D., FARRELLY, H.D., RILEY, T.V..: Susceptibility 
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus to the essencial oil of Melaleuca 
alternifolia. J. Antimicrob. Chemother. 35, 421-424 (1995). 
63
  BURT, S.: Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in 
foods – a review. Int. J. Food Microbiol. 94, 223-253 (2004). 
